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1.Resum 
Objectius. Els objectius d’aquest treball han estat dos: 1) estudiar a través d’una cerca 
bibliogràfica les generalitats de les glàndules salivals majors per poder fer una bona 
descripció de la seva histologia i així poder interpretar les imatges obtingudes amb el 
microscopi, i 2) analitzar experimentalment les diferents eines histològiques utilitzades 
per a la caracterització d’aquestes estructures salivals. 
Materials i mètodes. La cerca bibliogràfica es va dur a terme utilitzant Pubmed i Web 
of Science com a bases de dades. A la primera cerca es va utilitzar les paraules clau: 
major salivary glands anatomy, i en la segona: immunological markers salivary glands. 
Es va acotar la cerca des de 2012 fins l’actualitat. En quant a l’estudi experimental, 
aquest ha implicat el processament de mostres amb els diferents mètodes de tinció i 
d’immunomarcatge. 
Resultats. La cerca bibliogràfica ha permès fer una bona descripció de les imatges 
obtingudes pel microscopi i avaluar quines són les millors tincions. En la part 
experimental s’ha treballat amb teixit salival humà no patològic. S’ha utilitzat tres 
tècniques tintorials: hematoxilina-eosina (H-E), tricròmic de Masson i blau alcià, i, la 
tècnica d’immunomarcatge basada en l’ús d’anticossos on s’han fet servir els següents: 
CK 10, CK 19, EpCAM, S-100, α –SMA, vimentina. Alguns resultats han coincidit amb el 
que estava descrit i d’altres han estat nous.  
Conclusions. Les tècniques histoquímiques i d’immunomarcatge són unes eines útils 
per a l’estudi de les glàndules salivals. La H-E és el mètode gold standard per al 
diagnòstic; l’immunomarcatge només es fa servir en certs casos per al diagnòstic 
definitiu quan a través de la pràctica habitual d’H-E no ha estat suficient per confirmar. 
El α–SMA i S-100 són marcadors de cèl·lules mioepitelials. La CK 19 ha estat 
identificada com a nou marcador d’utilitat pel marcatge de conductes. 
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Abstract 
Aims: 1) to study the major salivary glands generalities to describe the histology and 
also to interpret images obtained by the microscope, and 2) to check different 
histological tools useful for studying these salivary structures. 
Materials and methods: The bibliographic search was done using Pubmed and Web of 
Science as date bases. In the first search the keywords used were: major salivary 
glands anatomy, and in the second one they were: immunological markers salivary 
glands. Both searches were limited from 2012 to the present. The experimental part 
has consisted in tissue samples processing through different histological methods: 
staining and immunolabeling. 
Results: The bibliographic search has allowed us making an accurate description of the 
images obtained by the microscope and evaluating the best staining technique. In the 
experimental part we have worked with non pathological human salivary gland tissue. 
We used three staining techniques: H-E, Masson’s trichrome and alcian blue and, the 
immunolabeling based on the use of antibodies which were used as follows: CK 10, CK 
19, EpCAM, S-100, α –SMA, vimentine. Some of the results were as predicted while 
others were novel. 
Conclusions: Staining and immunolabeling techniques are convenient tools for the 
study of salivary glands. H-E is the gold standard used for diagnosis; immunolabeling is 
only used in certain cases where definitive diagnosis through the practice of H-E has 
not been enough to confirm. The α–SMA and S-100 are markers of myoepithelial cells. 
CK 19 has been identified as a new marker for ducts labeling. 
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1.1 Abreviatures 
Ac  Anticòs 
Ag   Antigen 
α-SMA  α-smooth muscle actin (α-actina de múscul llis) 
CK19  Citoqueratina 19 
EpCAM Epithelial cell adhesion molecule (molècula d’adhesió cel·lular epitelial) 
H-E  Hematoxilina-eosina 
Vim  Vimentina 
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2. Introducció 
2.1. Generalitats 
Les glàndules salivals són glàndules exocrines de secreció merocrina (1-3) que aboquen 
la seva secreció a la cavitat bucal. La seva funció és produir i secretar saliva per 
humitejar les membranes mucoses del tracte digestiu superior (4). Es diferencien 
glàndules salivals majors i menors. 
La saliva és un líquid incolor de consistència aquosa composta d’aigua en un 99.5%, 
d’electròlits, de moc, enzims (amilasa, lisozima), factors de creixement i 
immunoglobulines (1, 5). Fa un recorregut unidireccional i, durant aquest procés, passa 
de ser iso o hipertònica a l’inici de la secreció a ser hipotònica (alta en K+ i baixa en 
Na+). Té un pH entre 6.5-7.5. Té diverses funcions: digestió, protecció, control del pH, 
acció antibacteriana, mantenir la integritat de les dents. Cada dia se’n produeixen 
entre 500 i 700 ml. 
2.2. Glàndules salivals majors 
Els humans tenim tres parelles simètriques de glàndules salivals majors (Figura 1) que 
són: la paròtide, la submaxil·lar o submandibular i la sublingual, que s’anomenen així 
per la seva localització (4, 6, 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Localització de les tres glàndules salivals majors (8). 
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2.2.1. Estructura histològica d’una glàndula salival 
Histològicament les glàndules salivals estan formades per un parènquima glandular, 
que correspon a la part funcional, i per l’estroma glandular, que és la part estructural. 
El parènquima glandular (Figures 2 i 3) està format per un conjunt d’unitats secretores 
amb els seus conductes que es troben separats per tàbics de teixit connectiu; es 
diferencien dos elements: 
- Els acins constitueixen la unitat secretora també coneguda com adenòmer. Es 
troben envoltats per una làmina basal i, entremig per cèl·lules mioepitelials 
(cèl·lules força aplanades que s’expandeixen sobre la superfície epitelial) que 
tenen com a funció la contracció per facilitar la conducció dels productes de 
secreció de les cèl·lules exocrines cap als conductes excretors. Les  cèl·lules 
mioepitelials tenen filaments d’actina i miosina. Existeixen tres tipus d’acins: 
serosos, mucosos i mixtes (1-4, 9): 
o Acins serosos 
Estan compostos per cèl·lules seroses. Els seus nuclis són esfèrics i 
ubicats en el terç basal. En la zona apical s’observa gran quantitat de 
grànuls secretors. Produeixen una secreció líquida constituïda per 
glucoproteïnes, com la amilasa. 
o Acins mucosos 
Són més voluminosos que els anteriors. Formats per cèl·lules mucoses. 
El seu citoplasma està ple de vesícules de secreció que desplacen el 
nucli i aquest s’observa aplanat a la zona basal. Produeixen una secreció 
viscosa amb mucina. 
o Acins mixtes 
En aquests casos, hi ha cèl·lules mucoses en la part proximal, properes 
al conducte, i cèl·lules seroses (semillunes seroses) a la part distal. 
- El sistema ductal és l’encarregat de transportar la secreció fins a la cavitat oral i 
regula la concentració d’aigua i electròlits. Inclou els  següents tipus de 
conductes (1-3): 
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o Conducte intercalar, compost d’epiteli simple de cèl·lules cúbiques 
baixes. Es troba en contacte directe amb l’ací i la seva llargada és 
variable entre les tres glàndules. 
o Conducte estriat, format per epiteli simple de cèl·lules cúbiques o 
cilíndriques. Se li dóna aquest nom perquè hi ha replecs en la 
membrana plasmàtica basal que li donen un aspecte d’estries que 
coincideixen també amb fileres de mitocondris disposats 
perpendicularment. En el citoplasma hi ha diferents enzims que 
proporcionen un sistema metabòlic i energètic capaç de concentrar 
alguns elements presents a la saliva (4). 
o Conducte excretor, format per epiteli que varia segons augmenta el 
calibre del conducte: cúbic simple, cilíndric pseudoestratificat, cilíndric 
estratificat o pla estratificat. 
En quant a l’estroma, es tracta d’un teixit connectiu moderadament dens que sosté i 
encapsula el parènquima. En glàndules paròtide i submaxil·lar, la càpsula està ben 
desenvolupada però en el cas de la glàndula sublingual és prima o inexistent. 
Figura 2. Esquema de les 
parts i tipus cel·lulars d’una 
glàndula salival (10). 
 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema dels tres 
tipus d’ acins depenent del 
tipus de secreció (10). 
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2.2.2. Glàndula paròtide 
És la glàndula salival més gran. El seu pes és entre 15 i 20 grams. Té forma triangular i 
està situada per davant de l’orella i per darrera de la rama ascendent de la mandíbula. 
És dividida pel nervi facial (VII).  
Localització anatòmica: 
La cara superficial està lateral al nervi facial i coberta per el múscul masseter. La cara 
interna és medial al nervi facial i es troba entre la mastoides i la rama ascendent de la 
mandíbula. Superiorment està limitada per el CAE i l’ATM, inferiorment sota la vora 
anterior del múscul esternocleidomastoidal. En profunditat, s’extén fins la faringe. Està 
envoltada per una càpsula fibroadiposa. També té relació amb l’artèria caròtida 
externa, la vena jugular externa, el nervi facial i auriculotemporal, els ganglis limfàtics 
parotidis i cervicals profunds(2, 3, 7, 8). 
Conducte excretor: 
El seu conducte excretor és conegut com a conducte de Stensen. Transporta la saliva a 
la cavitat oral a nivell del segon molar superior. Té una longitud de 4 a 6 cm i un calibre 
de 3 mm. S’origina en la cara anterior de la glàndula i avança endavant, a 1 cm per sota 
de l’os zigomàtic, per la cara externa del masseter acompanyant al nervi facial i 
l’artèria, rodejant la bola de Bichat; seguidament fa un canvi de direcció en angle casi 
recte i perfora el múscul buccinador fins arribar a la mucosa bucal, generalment indicat 
per una petita papil·la (2, 3, 11). 
Histologia: 
És una glàndula formada per acins serosos (Figura 4). Les cèl·lules presenten nucli basal 
i citoplasma dens amb grànuls basòfils. L’enzim principal dels grànuls secretors és 
l’amilasa (trenca carbohidrats). Cada ací té una llum central a través de la qual la 
secreció drena cap als conductes intercalars(4). Els conductes intercalars i estriats són 
llargs. S’hi troben cèl·lules adiposes freqüentment (1,2). 
2.2.3. Glàndula submaxil·lar 
És la segona glàndula salival més gran. Pesa entre 10 i 15 grams. Té forma ovoide 
semblant a una ametlla. 
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Localització anatòmica: 
Situada en la part posterior i per sota del terra de la boca. Es localitza en la cel·la 
aponeuròtica submaxil·lar, entre la vora anterior del múscul esternocleidomastoidal i 
el ventre anterior del digàstric. També es relaciona amb les artèries submentionianes i 
facial, vasos limfàtics submaxil·lars i cervicals profunds (2, 3, 7, 8). 
Conducte excretor: 
El conducte excretor és conegut com conducte de Wharton. Viatge cap a d’alt, 
endavant i endins entre els músculs milohioideo, hioglòs i genioglòs fins a la sortida a 
l’exterior d’aquest conducte que es produeix en el terra de la boca a cada banda del 
frenet lingual a través d’un orifici ubicat en el vèrtex de la carúncula sublingual. Té una 
longitud de 4 a 5 cm i un calibre de 2 a 4 mm. Cal remarcar la relació que aquest 
conducte té amb el nervi lingual ja que aquest creua el conducte per la seva part més 
externa (2, 3, 11). 
Histologia: 
És una glàndula mixta predominantment serosa (Figura 4). Els conductes intercalars 
estan menys desenvolupats i són curts (1, 2). 
2.2.4. Glàndula sublingual 
És la glàndula salival major més petita. El seu pes no supera els 3 grams. Està situada 
en el terra de la boca entre la vora de la llengua i les dents, és a dir, a cada costat del 
frenet lingual.  
Localització anatòmica: 
Superiorment es troben plecs sublingual; inferiorment el múscul genihioideo. 
Lateralment està en contacte amb la fosa sublingual i, medialment amb el conducte de 
Wharthon, nervi lingual, vena ranina i el múscul lingual i genioglòs. Pel davant es 
relaciona amb la glàndula del costat contrari, per darrera amb la glàndula submaxil·lar. 
A més, també manté relació amb les artèries sublingual i submentoniana, ligual i facial, 
vena ranina i jugular externa, vasos limfàtics submaxil·lars (2, 3, 7, 8). 
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Conducte excretor: 
El conducte excretor no és únic, sinó que o bé resulta d’un conducte principal més 
desenvolupat (Bartholin o Rivinus) o d’un número variable de conductes accessoris 
(d’entre 15 a 30 conductes), que acompanya o acompanyen al conducte 
submandibular per desembocar lateralment a aquest, a la carúncula sublingual. Els 
altres conductes més petits i curts ascendeixen verticalment per desembocar en les 
papil·les situades als plecs sublinguals, directament en el terra de la boca (2, 3) o bé en 
el mateix  conducte submaxil·lar. 
Histologia: 
És una glàndula mixta predominantment mucosa (Figura 4). Els conductes intercalars i 
estriats són escassos i curts (1, 2). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Histologia de les glàndules salivals majors(8). 
Des del naixement fins als adults joves, totes les glàndules salivals creixen en mida i 
volum. A partir d’aquest període, el creixement és menys predictible. Histològicament, 
amb l’edat s’ha observat que hi ha un augment del contingut greixós en les glàndules 
salivals majors, sobretot en la paròtide (7, 12). 
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3. Objectius 
Aquest treball pretén contrastar la revisió científica obtinguda sobre les glàndules 
salivals majors amb el que s’ha analitzat al laboratori. Es vol donar resposta a les 
següents qüestions: 
- Descripció general de les glàndules salivals majors;  fent més èmfasi a la 
histologia. 
- Validació d’eines histològiques útils per a la caracterització d’estructures de les 
glàndules salivals. 
4. Disseny 
El treball és un estudi experimental. 
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5. Materials i mètodes 
El present treball consta d’una part de cerca bibliogràfica i d’una segona part 
experimental.  
5.1. Cerca bibliogràfica 
Per a l’obtenció de bibliografia relacionada amb el tema es va fer una primera cerca 
d’articles a finals del mes de novembre de 2014 amb l’objectiu explicar i descriure les 
generalitats de les glàndules salivals majors. Es van utilitzar dues bases de dades les 
quals van ser molt acotades en el temps, des de 2012 fins a fins novembre de 2014, 
degut a la immensa quantitat d’articles publicats que fan referència a glàndules 
salivals. Les paraules clau utilitzades en ambdós cercadors van ser: major salivary 
glands anatomy. A Pubmed es va seleccionar que a més els articles fossin complets 
(full text) i que els estudis fossin basats en humans. A Web of Science es va seleccionar 
que els articles pertanyessin a l’àmbit de cell biology, physiology, microscophy, 
anatomy and morphology i dentistry and oral surgery.  
A continuació s’exposa el diagrama del flux d’informació obtinguda (Figura 5): 
Figura 5. Diagrama del flux de la informació obtinguda en la primera cerca 
bibliogràfica. 
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Es va fer una segona i última cerca al mes de març de 2015 utilitzant les mateixes bases 
de dades. L’objectiu d’aquesta vegada era buscar quins eren els marcadors 
immunohistoquímics més adients per a les glàndules salivals majors per poder fer les 
tincions d’immunomarcatge a la part experimental. Es van relacionar els mateixos 
requisits que l’anterior cerca; les paraules clau van ser immunological markers salivary 
glands. 
A continuació s’exposa el diagrama del flux d’informació obtinguda (Figura 6): 
Figura 6. Diagrama del flux de la informació obtinguda en la segona cerca bibliogràfica. 
 
5.2. Part experimental 
En quant a la part experimental, s’ha estudiat peces no patològiques de glàndula 
paròtide i de glàndula submaxil·lar humanes. Aquest material ha estat facilitat pel 
Servei d’Anatomia Patològica de l’Hospital Universitari de Bellvitge. Es tracta de 
material excedentari i mostres anonimitzades. 
En el següent esquema (Figura 7) es detalla el procediment seguit a l’hora de realitzar 
la part pràctica d’aquest treball que ha tingut lloc al laboratori d’Histologia de la 
Universitat de Barcelona.  
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Figura 7. Protocol seguit des de l’obtenció de les mostres fins a l’obtenció d’imatges. 
 
Els talls histològics s’han tenyit amb hematoxilina-eosina (H-E), tricròmic de Masson i 
blau alcià i s’han marcat amb tècniques d’immunomarcatge utilitzant els següents 
anticossos: CK 10 i 19, EpCAM, α-SMA, S-100 i Vim (Taula 1). 
ANTICÒS CLON ORIGEN DIL·LUCIÓ 
FONT 
(REFERÈNCIA) 
Anti-
cytokeratin 10 
DE-K10 Ratolí 1:200 
Abcam 
(ab80523) 
Anti-
cytokeratin 19 
EPR1579Y Conill 1:200 
Abcam 
(ab76539) 
Anti-EpCAM AUA1 Ratolí 1:200 
Abcam 
(ab20160) 
Anti-S100 - Conill 1:400 Dako (Z 0311) 
Anti-α smooth 
muscle actin 
- Conill 1:400 
Abcam 
(ab5694) 
Anti-vimentin Vim 3B4 Ratolí 1:200 Dako (M7020) 
Taula 1. Llistat d’anticossos primaris utilitzats en els immunomarcatges. 
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6. Resultats 
La majoria de teixits són incolors de manera que dificulta la seva observació amb el 
microscopi; és per això que progressivament s’han anat introduint diferents mètodes 
destinats a la coloració de teixits. En general, els mètodes de tinció tenen com a 
objectiu el provocar un cert grau de contrast entre les diferents estructures, la qual 
cosa permet observar i distingir amb més claredat la compartimentació i organització 
dels teixits i les cèl·lules. Hem de tenir en compte que cada tipus de tinció o tècnica de 
coloració té una utilitat concreta i és específica per observar unes determinades 
estructures. Podríem considerar que la utilització dels colorants es basa en el fet que 
cadascuna de les estructures cel·lulars té unes característiques químiques pròpies, les 
quals permeten diferenciar-lo de la resta. Així doncs el colorant no és més que una 
substància que posa en evidència aquest fet; és per això que la precisió amb que un 
colorant permet realçar les estructures cel·lulars depèn fonamentalment de les seves 
propietats químiques ja que amb la tinció el colorant s'uneix íntimament a una 
estructura. Les tincions poden ser monocròmiques, dicròmiques o policròmiques 
segons el número de colorants que s’utilitzen: un, dos o més. 
En la part experimental d’aquest treball s’ha treballat amb teixit salival humà no 
patològic. Es va treballar amb tres tècniques tintorials : hematoxil·lina-eosina, tricròmic 
de Masson i blau alcià; a més de la tècnica d’immunomarcatge basada en l’ús 
d’anticossos (immunohistoquímica i immunofluorescència).  
Es va començar amb la doble tinció hematoxil·lina-eosina (H-E) (Figura 8). És de les 
coloracions més emprades. L’hematoxilina és un colorant bàsic i té afinitat pels 
components àcids de la cèl·lula com els àcids nucleics (ADN i ARN) i en conseqüència 
tenyeix els nuclis. Les estructures tenyides per hematoxilina s’anomenen basòfiles. Té 
un color vermellós que desprès de rentats amb aigua corrent experimenta un viratge 
cap un color blavós/lilós. L’eosina és un colorant àcid i té afinitat pels components 
bàsics com són els grups amino de les proteïnes. Tenyeix de forma generalitzada el 
citoplasma de color rosa. Les  estructures tenyides per eosina s’anomenen acidòfiles o 
eosinòfiles. Per tant, un cop feta la tinció s’observa el citoplasma de les cèl·lules de 
color rosa i el nucli blavós/lilós. 
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A la glàndula paròtide es defineixen molt bé els acins serosos mostrant-se totalment  
d’un color lilós. Els nuclis blaus es localitzen a la zona basal i tenen forma esfèrica. Les 
cèl·lules mioepitelials no s’identifiquen de forma diferencial amb les tècniques 
tintorials i cal posar-les de manifest per immunomarcatge. Pel que fa als conductes 
podem veure’n d’epiteli simple o bé estratificat a mesura que augmenta el calibre del 
conducte. En el cas dels conductes veiem els nuclis blau/lila i el citoplasma rosa.  En 
alguna llum del conducte es pot veure tenyida la secreció. També destacar el teixit 
adipós present a les seccions tant a la perifèria de la glàndula com entremig del 
parènquima.            
A la glàndula submaxil·lar es veuen clarament acins de tres tipus: serosos, mucosos i 
mixtes. Els acins mucosos són més voluminosos i es caracteritzen per un nucli blau i un 
citoplasma pàl·lid. En ocasions, a la part distal de l’ací mucós es diferencien unes 
cèl·lules seroses (semillunes seroses) ambles mateixes característiques que a la 
glàndula paròtide. Els conductes també comparteixen característiques morfològiques i 
tintorials amb els de la glàndula paròtide. També destacar el teixit adipós present a les 
seccions però no en tanta quantitat. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Tinció H-E. Micrografies de la glàndula paròtide (A, C,  E, G) i de la glàndula 
submaxil·lar (B, D, F, H). Símbols que corresponen a les estructures observades: s: 
ací seròs, m: ací mucós, ll: semilluna serosa, a: adipòcit, *: llum conducte excretor, 
#: col·lagen. La mida de les barres és de: 25 μm (C), 50 μm (A, D, E, F, G, H) i 100 μm 
(B). 
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La segona tinció amb què es va treballar va ser la de tricròmic de Masson (Figura 9). 
Com el seu nom indica és una tinció que utilitza tres colorants: hematoxil·lina, fucsina i 
blau d’anilina. És molt útil per posar de manifest les fibres de col·lagen i el teixit 
connectiu en general, respecte altres tipus cel·lulars com el múscul i epiteli. El resultat 
d’aquesta tinció és el següent: col·lagen de color blau, múscul, glòbuls vermells i 
citoplasma de color vermell i nucli de color lila.  
Les característiques morfològiques que proporciona el Tricròmic coincideixen, en 
ambdues glàndules, amb les ja descrites amb la H-E. L ’avantatge que té aquesta tinció  
és, per exemple, que posa de manifest el teixit connectiu (com les  fibres de col·lagen) 
present a l’estroma i que encapsula el parènquima d’un color blau intents, d’aquesta 
manera permet observar l’entramat de tàbics entre les glàndules. També es marca de 
color vermell els eritròcits dels vasos que es troben a l’estroma.  
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Figura 9: Tinció tricròmic de Masson. Micrografies de la glàndula paròtide (A, C, E) i de la 
glàndula submaxil·lar (B, D, F).  Símbols que corresponen a les estructures observades: s: 
ací seròs, m: ací mucós, ll: semilluna serosa, a: adipòcit, *: llum conducte excretor, #: 
col·lagen, v: vasos. La mida de les barres és de: 50 μm (A) i 100 μm (B, C, D, E, F). 
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L’última tinció treballada va ser la de blau alcià (Figura 10). És un colorant bàsic que té 
afinitat amb les estructures àcides com mucines. Hi ha diferents tipus de pH que 
tenyeixen selectivament les diferents mucines. A vegades aquest colorant es combina 
amb la tècnica PAS per demostrar mucines neutres i àcides, però no és el cas. Aquí es 
va combinar blau alcià amb H-E. El resultat d’aquesta tècnica és observar un color blau 
les mucines i el nucli un blau encara més fort.  La resta d’estructures queden marcades 
igual que a la tinció d’H-E. 
A la glàndula paròtide, degut a que no hi ha la presència de mucina, la tinció és 
idèntica a la H-E sola. A la glàndula submaxil·lar, la tinció és idèntica a la H-E 
exceptuant als acins mucosos que queden tenyits de blau i el nucli d’un blau més fosc. 
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Desprès de realitzar aquestes tres tincions amb combinació de diferents colorants, es 
va dur a terme immunomarcatges. El que es pretén és detectar i fer visible la presència 
d’un antigen (generalment una proteïna) en una cèl·lula o teixit, utilitzant un anticòs 
específic. La tècnica està basada en la unió específica antigen-anticòs (Ag-Ac) i aquesta 
es fa visible només amb un Ac marcat amb un fluorocrom (que absorbeix i emet llum) 
o conjugat amb un enzim que produeix coloració.  
En la tècnica immunohistoquímica (reacció d’immunoperoxidasa) s’utilitzen enzims 
com a marcadors capaços  de canviar de color un substrat incolor. L’enzim utilitzat és 
la peroxidasa i el substrat el DAB (color marró). Aquests marcadors poden unir-se 
directament a l’Ac primari però el més freqüent és l’ús d’un Ac secundari. 
En la tècnica de immunofluorescència, només útil en talls fets per congelació, els 
marcadors són fluorocroms. Aquesta tècnica té el inconvenient de la pèrdua de la 
fluorescència amb el pas del temps. 
Existeixen dos mètodes (Figura 11); el mètode directe que consisteix en què l’Ac 
específic contra la molècula que es vol detectar està marcatdirectament, mentre que 
l’indirecte es basa en la senyal de l’Ac que s’amplia realitzant successives capes d’Ac.  
 
Figura 11. Esquema dels 
dos mètodes per realitzar 
l’immunomarcatge (13).  
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Tinció blau alcià. Micrografies de la glàndula paròtide (A, C) i de la glàndula 
submaxil·lar (B, D).  Símbols que corresponen a les estructures observades: s: ací seròs, 
m: ací mucós, ll: semilluna serosa, a: adipòcit, *: llum conducte excretor. La mida de les 
barres és de: 50 μm (A, C, D) i 100 μm (B). 
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En aquest treball s’ha seguit el mètode indirecte en tots els casos  amb la tècnica de la 
immunoperoxidasa i només immunofluorescència en 2 marcadors: EpCAM i S-100. 
La taula 2 detalla els Ac primaris utilitzats: 
Taula 2. Llistat dels 
anticossos primaris 
utilitzats i l’espècie 
en la que estan 
generats. 
 
 
 
A continuació es descriuen el resultats obtinguts depenent de l’Ac utilitzat. 
La citoqueratina és una proteïna que forma part del citoesquelet de les cèl·lules 
epitelials. Té com a funció mantenir l’estructura de la cèl·lula epitelial, protegir dels 
traumatismes i la comunicació entre els components citoplasmàtics. Se n’han descrit 
fins a 20 de diferents (13, 14). En aquest treball només s’han utilitzat dues: la CK 10 i la 
CK19. La CK 10 s’ha trobat en diferents epitelis normals i també s’ha vist expressada en 
alguns casos en tumors malignes com els carcinomes. Tanmateix, el resultat d’aquest 
marcatge ha estat negatiu i per tant no s’ha inclòs cap imatge (14-16).  
La CK 19  (Figura 12) també s’ha trobat en un gran nombre epitelis com el glandular 
(14, 15, 17). 
Tant a la glàndula paròtide com a la submaxil·lar s’observa el marcatge positiu en la 
capa basal de l’epiteli dels conductes, sent més marcat en la primera. La 
immunohistoquímica ha permès visualitzar els conductes de menor calibre: els 
intercalars, imperceptibles en les tècniques tintorials. 
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Figura 12. Micrografies d’immunohistoquímica amb l’anticòs anti-CK19 en la glàndula 
paròtide (A, C) i en la glàndula submaxil·lar (B, D).  En totes les fotografies s’observa el 
marcatge positiu (color marró) en l’epiteli del conductes (*) i conductes intercalars 
(fletxa). La mida de les barres és de 100 μm (A, B, C, D). 
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L’EpCAM (Figura 13) és una proteïna transmembrana d’adhesió cel·lular. S’expressa 
exclusivament en epiteli i en neoplàsies epitelials, per la qual cosa s’utilitza com a 
marcador de diagnòstic de diferents càncers (18). 
En parafina ha donat marcatge negatiu, per aquesta raó s’ha fet també per congelació. 
Tot i així, només ha donat marcatge positiu en la glàndula paròtide. S’observa l’epiteli 
dels conductes i la membrana de cèl·lules epitelials en els acins serosos. 
 
La S-100 (Figura 14 i 15) és una proteïna implicada en la regulació de diferents 
processos cel·lulars i, el seu nom és degut a la seva solubilitat en sulfat d’amoni al 
100%. La seva localització és diversa, distribuïda en diferents teixits com el sistema 
nerviós (cèl·lules de Schwann), la pell (melanòcits), en glàndules (cèl·lules 
mioepitelials), el cartílag, el teixit adipós, etc (4, 14, 15, 19, 20). 
Figura 13. Micrografies d’immunohistoquímica amb l’anticòs anti-EpCAM en la 
glàndula paròtide (A, B) en preparació en congelació. (A) Es marca l’epiteli de 
conductes (*). (B) S’observen conductes marcats i la membrana  (fletxa) entre 
cèl·lules epitelials en alguns acins. La mida de les barres és de 50 μm (B) i 100 μm (A). 
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En ambdues glàndules en preparació de parafina es marquen adipòcits, cèl·lules 
mioepitelials que rodegen els acins i nervis. A més, els acins serosos mostren certa 
marca difusa; per determinar si aquesta marca és específica o es tracta de soroll de 
fons s’ha emprat la mateixa tècnica però en talls en congelació (Figura 13). El resultat 
en aquest últim cas ha permès millorar la detecció específica ja que l’interior de l’ací 
no ha quedat marcat. Pel que fa la resta: els adipòcits, les cèl·lules mioepitelials i el 
teixit nerviós estan igual de marcats. 
Figura 14. Micrografies d’immunohistoquímica amb l’anticòs anti-S-100 en preparació 
de parafina en la glàndula paròtide (A, C) i en la glàndula submaxil·lar (B, D). (A) 
S’observa cèl·lules mioepitelials (fletxa), teixit adipós (a) i nervis (n).  (B i D) S’observa 
el marcatge d’adipòcit i de cèl·lules mioepitelials al voltant dels acins. (C) S’assenyala 
nervi i adipòcit. La mida de les barres és de 50 μm (B) i 100 μm (A, C, D). 
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L’actina (Figura 16) és una proteïna involucrada en la motilitat cel·lular. Se n’han 
distingit tres grups: α, β i γ. Amb la que s’ha treballat ha estat la α que es troba en 
teixit muscular i és essencial per la contracció. Forma part del citoesquelet i té un 
paper important  en la regulació de la forma de la cèl·lula i en el moviment. Com a Ac 
és específic en les cèl·lules de múscul llis en les parets de vasos, paret intestinal, 
miometri i en les cèl·lules mioepitelials tant de la glàndula mamària com de les salivals 
(4, 14, 15, 19, 21).  
El que s’ha observat al microscopi en totes dues glàndules ha estat les cèl·lules de 
múscul llis en les parets de vasos i les cèl·lules mioepitelials al voltant dels acins.  
Figura 15. Micrografies d’immunohistoquímica amb l’anticòs anti-S-100 en preparació 
en congelació en la glàndula paròtide (A) i en la glàndula submaxil·lar (B, C). (A) 
S’observa el marcatge en les cèl·lules mioepitelials  (fletxa) al voltant dels acins, teixit 
adipós (a) i en la perifèria dels conductes (#). (B) S’observa cèl·lules mioepitelials, 
adipòcit (a) i teixit nerviós (n). (C) S’assenyala les cèl·lules mioepitelials al voltant 
d’acins, però sent més fort el marcatge en mucosos. La mida de les barres és de 50 μm 
(A, C) i 100 μm (B). 
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Figura 16. Micrografies d’immunohistoquímica amb l’anticòs anti-α-SMA en 
preparació de parafina en la glàndula paròtide (A, C, E) i en la glàndula submaxil·lar 
(B, C, F) . (A i F) S’observa marcatge en vasos (v). (B) S’assenyala cèl·lules 
mioepitelials (fletxa) en acins. (C, D i E) Es marca cèl·lules mioepitelials. La mida de 
les barres és de 50 μm (C, D, E, F) i 100 μm (A, B). 
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La vimentina (Figura 17) és una proteïna que també forma part del citoesquelet. L’Ac 
marca principalment cèl·lules d’origen mesenquimal en teixits normals i neoplàsics, 
limitant-se al citoplasma.  En teixits normals queden marcats adipòcits, cèl·lules 
musculars llises, cèl·lules endotelials vasculars, cèl·lules mioepitelials de les glàndules 
salivals, fibròcits entre d’altres (4, 14, 15, 19, 22). 
En les nostres preparacions s’ha pogut observar per igual en ambdues glàndules vasos, 
adipòcits i teixit connectiu. 
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A mode de resum de la tècnica d’immunomarcatge per a la reacció de peroxidases s’ha 
elaborat la següent taula (Taula 3) que expressa els resultats que s’han obtingut al 
laboratori en relació als Ac utilitzats i estructures que s’han observat marcades: 
Taula 3. Resultats de la reacció de peroxidases en diferents estructures en relació als Ac 
utilitzats (+: positiu; -: negatiu). 
 
En l’última part de l’estudi es va posar en pràctica la immunofluorescència amb dos Ac: 
l’EpCAM i la S-100, utilitzats a la vegada en una mateixa preparació (Figura 18). Per a 
l’EpCAM s’ha utilitzat un Ac secundari marcat amb un fluorocrom de color verd, per a 
la S-100 un de color vermell i pels nuclis un de color blau.  
A la glàndula paròtide, la imatge superposada s’observa ací seròs i conducte intercalar; 
mentre que a la glàndula submaxil·lar, s’hi distingeix un ací mucós i conducte 
intercalar. 
Figura 17. Micrografies d’immunohistoquímica amb un anticòs anti-Vimentina en 
preparació en parafina en la glàndula paròtide (A, C, E) i en la glàndula submaxil·lar (B, D, 
F).  (A) Es marca el vas (v). (B,C) S’observa teixit adipós (a). (D) Vas i teixit connectiu (c). 
(E, F) S’assenyala teixit connectiu (#). La mida de les barres és de 50 μm (B, C, D, E, F) i 
100 μm (A). 
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Figura 18. Micrografies d’immunofluorescència amb dos Ac (EpCAM i S-100) utilitzats 
simultàniament  en una preparació en congelació de glàndula paròtide (A, B, C, D) i en 
una de glàndula submaxil·lar (E, F, G, H). Símbols que corresponen a les estructures 
observades: →: conducte excretor,    :ací seròs (A, D) o mucós (E, H). La mida de les 
barres és de 20 μm (A) i 40μm (B). 
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7. Discussió 
En aquest treball s’ha analitzat els mètodes histològics més habituals per a l’estudi de 
les glàndules salivals majors. Pel que fa a la cerca bibliogràfica dels Ac que serveixen 
com a marcadors de les glàndules salivals, cal dir que no hi ha gaires revisions però les 
que hi ha són acurades i detallen bé el tipus d’Ac a utilitzar. Tanmateix, és necessari 
destacar que s’hi ha trobat certs gaps com per exemple que no especifiquin quin és el 
processament de la mostra idoni a seguir per cada tipus d’Ac perquè el marcatge doni 
positiu. Per tant, no tots els Ac detallats són reproduïbles com també hi ha alternatives 
millors que d’altres segons l’estructura que es vulgui marcar.  
El que s’ha observat en la part experimental desprès d’utilitzar tres tècniques amb 
combinació de diferents colorants és de que totes afirmen i coincideixen amb el que ja 
està descrit. La H-E segueix sent el gold standard per estudis histològics ja que 
identifica un gran ventall d’estructures. En el cas del tricròmic, té la particularitat de 
ressaltar millor els vasos i el teixit connectiu i permet reconèixer l’estroma de la 
glàndula, és a dir, veure més component fibrós i menys parènquima. El blau alcià amb 
combinació amb hematoxil·lina només dóna color a la preparació de la glàndula 
submaxil·lar ja que es tracta d’una glàndula salival de secreció mixta i els acins 
mucosos contenen un component anomenat mucina que és la responsable de donar 
positiu a la tècnica. Les mucines es troben sota investigació com a possibles marcadors 
diagnòstics en processos malignes en cas de presentar una producció excessiva; per 
tant aquesta tinció seria correcta de fer en alguns diagnòstics (1). Les dues úniques 
estructures que no s’han detectat en cap de les glàndules per les tres tècniques són les 
cèl·lules mioepitelials i els conductes de petit calibre; això és degut a que cal augments 
superiors als utilitzats i també que poden quedar amagades per altres estructures que 
tenen al voltant. 
En relació a les tècniques d’immunomarcatge (1-4) han estat molt útils per identificar 
estructures específiques que formen part de la glàndula. D’aquesta manera només 
s’assenyala allò que es vol veure i/o estudiar. Són de gran utilitat per diagnòstics més 
específics i que amb la gold standard, H-E, no s’han acabat de confirmar (4). La CK 10 
ha donat negatiu malgrat haver donat un resultat positiu en un estudi previ realitzat al 
laboratori d’Histologia (2, 3, 7). La CK 19 ha permès identificar l’epiteli dels conductes 
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de la glàndula de qualsevol calibre (2, 3, 8). L’EpCAM només ha marcat en la glàndula 
paròtide en la preparació feta per congelació que distingeix epitelis de conductes i 
membrana cel·lular dels acins (9). Caldria valorar més teixits  per confirmar si aquest 
resultat és un fet puntual o no.  La S-100 és el marcador clàssic per marcar les cèl·lules 
mioepitelials (1-5); aquestes es troben al voltant del acins i dels conductes, a vegades 
es poden confondre erròniament per fibres nervioses. També marca adipòcits i teixit 
nerviós. Comparant la S-100 en preparació en parafina vers per congelació, aquesta 
última permet una detecció més específica dels acins. Tant l’EpCAM com la S-100 
també s’han utilitzat per fer immunofluorescència i el resultat ha estat el mateix 
malgrat seguir un procés diferent al de la  reacció de les peroxidases. L’ α-SMA també 
té la particularitat de diferenciar les cèl·lules mioepitelials (1-4, 10) i vasos sanguinis. 
Per últim, la vimentina, ha donat negatiu al marcatge del que són les parts de la 
glàndula però sí que assenyala tel teixit connectiu, vasos i adipòcits (1-4, 6). 
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8. Conclusions 
1. A partir dels resultats es conclou que les tècniques histoquímiques i 
d’immunomarcatge són unes eines útils per fer un bon diagnòstic diferencial. 
Tanmateix, és necessari conèixer les estructures de les glàndules salivals en 
estat no patològic per poder entendre l’aparició de patologies.  
2. La H-E és el mètode gold standard utilitzat pel diagnòstic. L’immunomarcatge 
només es fa servir en certs casos per al diagnòstic definitiu quan a través de la 
pràctica habitual d’H-E no ha estat suficient per confirmar. 
3. Les cèl·lules mioepitelials són components importants en l’estructura de la 
glàndula ja que permeten l’expulsió  de la saliva. La α-SMA i la S-100 són 
marcadors d’aquestes cèl·lules però no són proteïnes exclusives a aquestes, 
també poden estar presents en altres tipus cel·lulars.    
4. La CK 19 ha estat identificada com a nou marcador d’utilitat pel marcatge de 
conductes. 
 
Conclusions 
1. From the results it is concluded that staining and immunolabeling techniques 
are good tools for the diagnosis of non-malignant and malignant progressions. 
However, it is necessary to identify salivary gland structures in a healthy state 
to understand the pathology onset. 
2. H-E is the gold standard used for diagnosis. Immunolabeling is only used in 
certain cases where definitive diagnosis through the practice of H-E has not 
been enough to confirm.  
3. Myoepithelial cells are important components in the structure of the gland 
allowing the expulsion of saliva. The α–SMA and S-100 are markers of these 
cells but they are not exclusive to them, they may also be present in other cells 
types. 
4. CK 19 has been identified as a new marker for ducts labeling. 
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10.Annex 
PROTOCOL TINCIÓ HEMATOXILINA-EOSINA 
Desparafinar i hidratar 
2 min hematoxilina   
1 min aigua corrent 
3 seg alcohol clorhídric (alcohol 96º, 1% HCl) netejar excessos 
1 min aigua corrent 
3 seg aigua amoniacal (1% amoniac en aigua)viratge (canvi tonalitats) 
1 min aigua corrent 
1 min aigua destil·lada 
2 min eosina 
Deshidratar i muntar 
 
PROTOCOL TINCIÓ TRICRÒMIC DE MASSON 
Desparafinar i hidratar 
Bouin(àc. Pícric a saturació) a 56ºC 1h                
aigua corrent fins a decolorar 
10 min aigua destil·lada x3 
2 min hematoxilina  
30 seg aigua corrent 
3 seg alcohol clorhídric 
30 seg aigua corrent  per evitar el viratge 
2 min Ponceau-Fucsina  
1min aigua corrent 
5 min àc. fosfomolibdic 2% - orange 2% 
1min aigua corrent 
10min blau d’anilina 
1min aigua corrent 
5min àc.acètic 1% 
Deshidratar i muntar 
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PROTOCOL TINCIÓ BLAU ALCIÀ 
Desparafinar i hidratar 
1 min aigua destil·lada 
30 min blau alcià  
1 min aigua corrent 
Seguir tinció H-E 
 
PROTOCOL PER LA TÈCNICA D’IMMUNOPEROXIDASA (per a teixits inclosos en parafina) 
·DESPARAFINAR i HIDRATAR 
 
·DESEMMASCARAR ANTIGEN 
Tractament amb calor (121º) en una olla a pressió:  
ebullició (20’) tampó citrat + refredament a temperatura ambient 
 
·BLOQUEIG DE L’ACTIVITAT DE PEROXIDASA ENDÓGENA 
Rentat en PBS (suero fisiològic) 3x4’ 
Afegir solució: 10% metanol + 2% d’aigua oxigenada en 200ml  de PBS  (30’) 
Rentat en PBS 3x4’ 
 
·IMMUNOMARCATGE 
Bloqueig inespecífic d’unions proteiques solució bloquejadora: PBS-G + tritó + NGS. (50’) 
Incubació anticòs primari (50’)1 μl d’anticòs + 200μl PBS (Vim, CK10, CK19,EpCAM) 
                   1 μl d’anticòs + 400μl PBS (S-100, SMActin) 
                      200μl PBS en els controls 
Rentat PBS 3x4’ 
Incubació anticòs secundari (30’) preparats anti-rabbit o anti-mouse 
Rentat en PBS 3x 4’ 
Revelar amb DAB 10’ 
Rentat en PBS 3x4’ 
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·CONTRACOLORACIÓ HEMATOXILINA 
2’ hematoxilina 
1’ aigua corrent 
3’’ alcohol clorhídric 
1’ aigua corrent 
3’’ aigua amoniacal 
1’aigua corrent 
1’ aigua destil·lada 
 
·MUNTATGE 
Deshidratar i muntar 
 
PROTOCOL PER LA TÈCNICA D’IMMUNOFLUORESCÈNCIA (per a teixits en congelació) 
(realitzar procediment en sala amb poca llum) 
 
·Rentat PBS 3x5’ (eliminar OCT) 
 
·IMMUNOMARCATGE 
Bloqueig inespecífic d’unions proteiques (50’)solució bloquejadora: PBS-G + tritó + NGS. 
Incubació anticòs primari (50’)1 μl S-100 +2μl EpCAM  + 400μl PBS  
Rentat PBS 3x5’ 
Incubació anticòs secundari  (50’) preparats 1:500μl  goat anti-mouse (verd)  
    goat anti-rabbit (vermell) 
Rentat en PBS 3x 5’ 
Incubar ToPro 1:1000μl (blau) 
Rentat en PBS 3x5’ 
 
·MUNTATGE 
(guardar en nevera fins a la seva observació al microscopi confocal) 
 
